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研究成果の概要： 
黄色ブドウ球菌において、DNA 取り込み装置の発現条件は全く未知であった。本研究ではそ
れらの発現を直接制御するシグマ因子 SigH の活性を詳細に調べることで、「SigH は細胞集団
のごく一部でのみ活性化される」という事実を見出した。さらにそのメカニズムとして、独立
した２つ、すなわち、１）sigH 領域の重複による新規融合遺伝子の生成による活性化機構、お
よび２）特定の培養条件で誘導される偶発的活性化、を見出し、さらにそれらの頻度解析や実
際の分子機構の幾つかを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 黄色ブドウ球菌はヒト鼻腔や皮膚表層
等に常在する細菌であるが、化膿性疾患、
食中毒、毒素性ショック症候群、敗血症な
どの原因となる病原細菌でもある。本菌は
毒素のデパートとも言われ、そのゲノムに
は水平伝達によって獲得した多様な毒素
遺伝子を保持している。また、水平伝達に
より各種の薬剤耐性遺伝子を獲得してお
り、メチシリンに耐性化した黄色ブドウ球
菌（MRSA）は院内感染の起因菌として世界
中で問題となっている。最近では 2002 年
に MRSA がバンコマイシン耐性遺伝子を獲
得した例が報告された。このように、本菌
は種を超えて遺伝子を獲得することによ
って適応/進化してきたと言える。 
 細菌の遺伝子水平伝達には「接合」、「フ
ァージによる形質導入」、「細胞外 DNA の能
動的な取り込み（コンピテンス）による形
質転換」の３つが挙げられる。これらは全
て病原性や様々なストレス耐性因子の獲
得、あるいは多様性の維持と直接関係する。 
 これまで実験的にはコンピテンス能を
持たないとされてきた黄色ブドウ球菌や
リステリアにも、コンピテンス能に関連す
る遺伝子群（例えば comE, comG オペロン
など）が保存されている。それらの発現に
はプロモータ認識因子であるシグマ因子
SigH の活性が必要であることを明らかに
していたが、この SigH は通常の培養条件
では全く発現しておらず、その活性化がど
のような局面で、どのようにして行われる
かは全く分かっていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、SigH を活性化するための未知
の環境シグナル及び活性化機構を明らかに
することを目的として研究を進めた。 
 
 
３．研究の方法 
 SigH が認識する comE および comG プロモ
ータの活性を指標として用いた。当初計画
ではレポータとして緑色蛍光蛋白質遺伝子
gfp を利用する予定であったが、これに加え
てさらに薬剤耐性遺伝子・βガラクトシダ
ーゼ遺伝子を利用して目的に適したレポー
タ系を作成した。 
 GFP の発現解析には共焦点蛍光顕微鏡お
よびウエスタンブロット方を用いた。 
 
 
４．研究成果 
（１）主な成果 
㈰ SigH 活性化細胞の単離 
phase variationやプロモータ配列の逆位な
ど、遺伝学的変化が遺伝子の活性化機構と
して知られる。SigH が遺伝学的な変化によ
って活性化される場合には、SigH 活性化細
胞が単離できるはずである。そこで図１に
示すレポータプラスミドを作成し、この可
能性を検討した。本レポータでは、SigH に
認識される comG および comE プロモータの
下流にテトラサイクリン耐性遺伝子および
βガラクトシダーゼ遺伝子をつないでおり、
SigH 活性化細胞はテトラサイクリン耐性・
βガラクトシダーゼ陽性（X-gal 存在下で青
変）となる。 
図１：レポータプラスミド
pTet-rep  tet:テトラサイ
クリン耐性遺伝子、bgaB:β
ガラクトシダーゼ遺伝子、
cat:クロラムフェニコール
耐性遺伝子 
 
 本レポータを黄色ブドウ球菌に導入して
もテトラサイクリンには感受性のままで、
βガラクトシダーゼ活性も検出されなかっ
た。このことは、通常の培養条件で SigH が
全く発現していないという以前の知見と一
致する。 
 本レポータ株をテトラサイクリン存在下
で選択すると、コロニーの形成が見られた。
これらのコロニーの多くはβガラクトシダ
ーゼ陽性であった。コロニーの形成は、複
数の親株（RN4220, N315, MRSA408, COL）
を試したが、いずれの株でも見られた。そ
の頻度は 10-5〜＜10-9程度であった。分離さ
れたSigH活性化株は、テトラサイクリン非
存在下で経代培養しても、その活性は「比
較的」安定に保持された（後述）。 
 SigH活性化を示す表現型がレポータプラ
スミド自体の予期せぬ変異によるものでは
ないことを確認した（図２）。具体的には
SigH活性化細胞からレポータプラスミドを
取り除き、その細胞に別のレポータプラス
ミド（pRIT-PcomE-bga: comEプロモータ-β
ガラクトシダーゼレポータ）を導入し、活
性が維持されていることを確認した。この
際、ある割合でSigH活性を失った細胞が生
じることに気づいた。そこで、SigH活性が
失われる頻度を測定したところ、10-2程度で
あった。 
 
RN4220
SigH active cells
 (A,  B,  C)
plasmid cured
 (A2, B1, C1)
pRIT-PcomE-bga
A2b B1b C1b
図２：SigH 活性の確認 
SigH が活性化している
ことをレポータプラス
ミドの入れ替えによっ
て確認した。A, A2, A2b
等は株名を示す。 
 
 
㈪ SigH 活性化機
構１： duplication 依存的メカニズム 
 項目４−（１）-㈰で分離した SigH 活性化
細胞では sigH遺伝子が倍加していた（図３）。
また、図３Pvu II 切断の場合に、一本の濃
いバンドとして検出されたことから、sigH
遺伝子の倍加はすぐ近傍で起こっているこ
とが示唆された。興味深いことに、SigH 活
性を失った細胞（A2-r, B1-r, C1r）では、
この倍加も消失し、もとの親株と同じパタ
ーに戻っていた。 
 
図３：sigH
遺伝子をプ
ローブとし
たサザンブ
ロット解析 
 
 
 
 
 SigH
の sigH 周
辺の塩基配列解析を行った。図４にその結
果を示す。B1では sigH 遺伝子を含む領域が
倍加しており、その領域はダイレクトリピ
ート配列によって囲まれていた。本倍加に
よって、あらたな sigH キメラ遺伝子（nusG
とのキメラ）が生じていた。C1 でも同様に
ダイレクトリピート配列に囲まれた sigH領
域が倍加していたが、その部位は B1 とは異
なっており、またキメラ遺伝子も rplK との
ものであった。このように、sigH 遺伝子領
域の倍加による新たなキメラ遺伝子の生成
が sigH活性化機構であることが示唆された。
 もしキメラ遺伝子の方が発現
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しているな
らば、その分子量は本来の SigH より大きい
ことが予想される。ウエスタンブロット解
析の結果、予想通り本来の SigH よりも大き
い位置に SigH シグナルが検出された。これ
によって、活性を示すのは無傷の sigH 遺伝
子ではなく、新たに生じたキメラ遺伝子の
方であることが確認された。 
 4：各株の sigH 周辺領域遺伝子マップ 
子ごとに色
 SigH 活性化機構２：環境応答メカニズム 
完
る GFP レポータの発現誘導 GFP はウエスタンブロ
を用いてGFPの発現を観察
た（図６）。GFPのクロモフォア形成には
。左：GFP シグナ
現として観察され
SigH 活性化が、先に述べた duplication
合
は 8 時間、CS1 の場合には 16 時間以上要
シン
系欠損の SigH 活性化頻度
対する効果。縦軸は CS2 培
置
黄色ブドウ球菌の SigHはグラム陽性球菌
御、肺炎球菌ではコン
図
各遺伝子のコード領域を矢印で示し、遺伝
分けしている。B1 および C1 において sigH 領域の倍加
によって生じた新たなキメラ遺伝子を示す（それぞれ、
musG-sigH fusion, および rplK-sigH fusion）。倍加ユ
ニットの両端に見られるダイレクトリピート配列とそ
の位置をマップ上に記す。 
 
㈫
 遺伝学的な変化に加えて、細胞の環境応
答による SigH活性化の可能性も検証する必
要がある。レポータとして、緑色蛍光蛋白
質（GFP）を利用し、ウエスタン解析によっ
て SigH活性がどのような条件で誘導される
かを調べた。通常の培養条件（ブレイン・
ハートインフュージョン培地、RPMI1640 培
地、LB 培地など）では増殖相に拘わらず発
現は見られなかった。熱ショック、低温シ
ョック、浸透圧ショック、各種抗生物質に
よる刺激などを試みたが、いずれの刺激に
よっても SigH は活性化されなかった。 
 その他様々な検討の結果、いくつかの
全合成培地において SigHの活性化が起こり
得ることを見出した（図５）。完全合成培地
２（CS2）では、培養開始後約８時間後に SigH
の活性化が検出された。完全合成培地１
（CS1）では好気条件では SigH は全く活性
化されなかったが、これを嫌気条件で 16 時
間以上培養すると有意な活性化が検出出来
た。さらにグリシンやセリンなどのアミノ
酸を培地に加えないことにより、その活性
化の程度は上昇した。また、振とう培養よ
りも静置培養の方が、活性化の効率は高か
った。ただし、その活性化の程度は実験ご
とに変動し、実験によっては全く活性化が
起こらないこともあった。 
 
図５ CS1（-Gly, -Ser）嫌気培養での SigH 活性化に
よ
ット法により検出した。GFP の発現には約１８時間以上
の培養を要した。 
 
 共焦点顕微鏡
し
酸素が必要であるので、CS2 で好気的に培養
した細胞を用いた。驚いたことに、GFPの発
現は全ての細胞で一様に誘導されるのでは
なく、ごく一部の細胞でのみ確認された（図
６A）。頻度は 10-2程度であった。対照として、
SigBによって認識されるasp23 プロモータ
を調べたが、こちらは全ての細胞で一様に
GFPの発現が観察された（図６B）。また、プ
ロモータを持たないgfpレポータを陰性コ
ントロールとして用いたが、こちらではGFP
の発現は見られなかった。 
図６ A：SigH 活性を示す細胞は一部に限られる。B：
SigB 活性は全ての細胞で検出される
ルの共焦点像、右：明視野像 
 
 ここで GFP の偶発的発
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依存的なメカニズムによるものかどうかを
調べるために、各培養条件での GFP の発現
量と安定 SigH 活性化の相関を調べた。その
結果、GFP の発現量と SigH 活性化細胞（テ
トラサイクリン耐性・βガラクトシダーゼ
陽性細胞）の出現頻度には相関がなかった。
さらに、詳細は省くが、sigH の翻訳開始領
域を破壊した株を用いて、異なる２つのメ
カニズムが存在することを立証した。 
 
 SigH の活性化には培養開始後 CS2 の場
に
することから、細胞密度を感知するクオラ
ムセンシングシステム（agr システム）が
SigH の偶発的な活性化に関与する可能性が
考えられた。そこで、agr 欠損株を作成して、
同様のレポータプラスミドを導入し、GFP 発
現細胞を共焦点顕微鏡により観察した。そ
の結果、agr の欠損は GFP 発現の頻度を低下
させることが分かった（図７）。しかしなが
ら、GFP 発現は少数の細胞で依然として観察
されたことから、agr システムは SigH 活性
化に関与はするものの、必須なシステムで
はないことが示された。すなわち、クオラ
ムセンシングとは別の
未知のSigH偶発的活性
化メカニズムの存在が
示された。 
 
 
図７ agr クオラムセン
グ
に
地で培養した際の SigH 活性
化細胞の頻度（%）を示す。 
 
（２）得られた成果の
づけとインパクト 国内外における位
 
に広く保存されるシグマ因子であり、枯草
菌では胞子形成の制
ピテンス制御に関わる。黄色ブドウ球菌も
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コンピテンス遺伝子のホモログを持ち、こ
れが SigH によって転写されることを 2003
年に報告していたが、SigH が実際に発現し
て、コンピテンス遺伝子ホモログを発現さ
せる条件が全く分かっていなかった。本研
究でははじめて SigHが活性化する局面が存
在することを示したが、その活性化は細胞
集団のごく一部に限られるという予期せぬ
ものであった。さらに、その活性化メカニ
ズムとして、２つの異なる方式が存在する
ことを初めて明らかにすることができた
（図８）。 
図８ ２つのSigH活性化メカニズムのモデル 上段：
duplication依存的なキメラ遺伝子は10-5以下の頻度で
生成し、これが発現することによってSigHの活性化が
起こる。SigH活性化細胞は約 10-2の頻度で倍加ユニッ
トを失い、元のゲノム配列に戻るとともに、SigH活性
が消失する。下段：環境に応答した偶発的な活性化で
は、agrクオラムセンシング系が関与するが、必須では
ない。予備的な結果によれば、転写後制御がSigH偶発
的活性化に重要である可能性が示唆されている。 
 
 duplication 依存的活性化：短い繰り返し
配列で挟まれた領域が倍加するという現象
体は、すでに大腸菌やサルモネラ菌の F
ど、偶発的な制御機構が注目される
めて duplication 依存的キ
ラ遺伝子生成による遺伝子発現制御機構
が sigH 遺伝子だけに起
igH 遺伝子をそのまま
制御では、細
自
プラスミド上での Lac 変異を用いた特別な
アッセイ系で確認されていた。ここでは、
このような倍加が復帰変異の頻度を上げる
ために貢献している可能性が考えられてい
る。一方、ゲノム上のある遺伝子が重複す
ることによって新たなキメラ遺伝子が生じ、
それが活性を示すという本研究での発見は、
新規なものである。さらに、倍加したもの
は、高い頻度でもとのゲノム配列に戻る。
sigH 遺伝子自体の進化速度が例外的に高い
という特徴を 2008 年に報告したが、
duplication 依存的な活性化機構によれば、
その高い進化速度を説明できるかもしれな
い。 
 環境に応答した偶発的活性化：近年、遺
伝子発現のノイズや制御ネットワークの揺
らぎな
ようになってきた。細菌でも、枯草菌の胞
子形成・コンピテンス誘導という２つの細
胞運命の決定に偶発的制御が関与すること
が示されている。枯草菌のコンピテンス遺
伝子の発現は ComKという転写因子に支配さ
れており、肺炎球菌や黄色ブドウ球菌など
でのシグマ因子 SigHによる制御とは進化的
に異なる制御系である。それにもかかわら
ず、いずれの細菌においてもコンピテンス
遺伝子および同ホモログの発現は細胞集団
の一部に限られるという現象の発見は非常
に興味深い。 
 
（３）今後の展望 
 本研究では初
メ
を見出したが、これ
こる現象であるのか、あるいはゲノム全体
で常に起こっている現象であるのかは今後
明らかにすべき課題である。Duplication 自
体は高頻度で消失するために、細胞集団全
体を対象としたこれまでの解析法では検出
できないものであるが、今後は、本研究で
の方法論を応用してこれを明らかにしてい
きたい。例えば、最近見出された黄色ブド
ウ球菌シグマ因子 SigS も、その発現環境が
分からない、通常サイレントなシグマ因子
である。あるいは、尿路病原性ブドウ球菌
（ゲノム解読株）ではシグマ因子遺伝子
sigB に mutation があり、そのままでは SigB
蛋白質が発現できない状態にある。これら
のシグマ因子が、duplication 依存的メカニ
ズムによって活性化するかどうかを調べる
ことが可能である。将来的には、多くが不
明のままである細菌・微生物の高い環境順
化戦略における本メカニズムの関与を検討
する必要があろう。 
 環境に応答した SigHの偶発的な活性化に
ついても、予備的ながら示唆的な結果を得
ている。すなわち、s
の形で強制的に発現させても SigH蛋白質は
発現されず、本研究で同定した活性化環境
においてのみ少数の細胞で SigHの活性化が
観察される。このことは、SigH 活性化の偶
発性の本体は転写制御ではなく、転写後制
御の段階に依存することを強く示唆する。
興味深いことに、sigH の翻訳開始領域は標
準的な配列とは異なり、さらに近傍に逆向
き繰り返し配列が存在する。現在のところ
翻訳制御の偶発性を示唆する結果は得られ
ていないが、このような領域に結合する因
子から、偶発性の発振体に関する手がかり
が得られるかもしれない。 
 いずれのメカニズムにせよ、SigH の活性
化はなぜ偶発的に行われるのであろうか。
枯草菌などでのコンピテンス
胞のごく一部だけ外来 DNA を取り込んで進
化するチャンスを得ているように思われる。
もし、全ての細胞が外来 DNA を取り込んで
進化を進めていけば、逆に種としての存続
に支障をきたすかもしれない。本研究の結
果によれば、黄色ブドウ球菌でもコンピテ
ンス遺伝子のホモログが偶発的に発現する
と考えられる。ところが、本研究で同定し
た SigH 活性化環境や、SigH 強制発現株を用
いて実験を繰り返したが、コンピテンス活
性は未だ確認されない。本菌の「形質転換」
能に関して１９７０年代にいくつかの報告
があるが、これはファージのテイルを介し
た DNA の取り込みであることが知られてい
る。この「形質転換」にはコンピテンス遺
伝子ホモログは必要でないことはすでに実
験的に証明した。今後は、２つの可能性を
考えなければならない。ひとつは、まだ何
らかの因子がコンピテンス発動に必要であ
る可能性、もうひとつは、本菌のコンピテ
ンス遺伝子ホモログが DNA 取り込みとは別
の機能を持つ可能性である。特に後者に関
しては、これらが蛋白質分泌装置と相同性
を示すことが指摘されており、なんらかの
物質を分泌するために少数の細胞が本装置
を発現しているという仮説の検証は SigH活
性化の偶発性の意義を理解する上で非常に
重要となる。 
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